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Verfahren zur Untersuchung einer Gewebeprobe 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Untersuchung einer Gewe- 
beprobe gemafi dem Oberbegriff des Anspruchs 1. 

Eine Vielzahl von Erkrankungen beruht auf morphologisch erfassbaren Gewebs- 
veranderungen. Zu diesen Erkrankungen zahlen unter anderem gut- und bosartige 
Gewebeproliferationen, Krebserkrankungen, Entzundungen oder neurodegenera- 
tive Erkrankungen. 

In vielen Fallen werden zur Diagnose solcher Krankheiten Gewebeproben stan- 
dardmaOig mit histologischen Methoden untersucht. Diese Methoden sind inzwi- 
schen so gut etabliert, dafi sie flir viele Krankheiten eine hohe Diagnosesicherheit 
bieten, und gelten daher z.B. in der Tumordiagnostik als "Goldstandard". 

Sowohl in der Grundlagenforschung als auch in der klinischen Diagnostik spielt 
inzwischen jedoch die molekularbiologische Charakterisierung von Erkrankun- 
gen eine immer wichtiger werdende Rolle. Erkrankte Gewebe unterscheiden sich 
von gesunden Geweben in bestimmten molekularbiologisch erfaiJbaren Groiten, 
wie z.B. genomischen Sequenzen, mRNA-Sequenzen ? dem Proteom, der Methy- 
lierung der genomischen DNA, der Anwesenheit viraler oder bakterieller Nu- 
kleinsauren, und/oder der Anwesenheit pathogener Molekiile. 
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Einige Krankheitstypen zeichnen sich sogar durch charakteristische Gense- 
quenzmuster, Genexpressionsprofile oder DNA-Methylierungsmuster aus, die 
molekularbiologisch erfasst und zur Diagnose dieser Krankheiten herangezogen 
werden konnen. Viele Krankheiten, so z.B. Varianten verschiedener Tumortypen, 
die sich haufig in ihrer Virulenz bzw. ihrer Therapierbarkeit wesentlich vonein- 
ander unterscheiden, werden durch eine solche Herangehensweise uberhaupt erst 
diagnostizierbar, da sie sich im histologischen Schnitt nicht differenzieren lassen. 
Die molekularbiologische Charakterisierung ist daher ein vielversprechender An- 
satz, urn Gewebeerkrankungen genauer zu diagnostizieren und gegebenenfalls 
individualisierte Therapien zu ermoglichen. Hierzu eignen sich im besonderen die 
in jiingerer Zeit entwickelten molekularbiologischen Methoden der Hoch- 
Durchsatz-Analytik mit Nukleinsaure- oder Proteinarrays ("Mikroarrays"). 

Die Vorteile einer molekularen Herangehensweise in der Gewebediagnostik sind 
in der Schrift "Microarray and histopathological analysis of tumors: The future 
and the past ?" von S.R. Lahkani und A. Ashworth (Nature Reviews 2001, 151) 
skizziert. 

Wesentliches Problem bei der molekularbiologischen Untersuchung einer Gewe- 
beprobe ist, daB die erhaltenen Ergebnisse schwer zu interpretieren sind. Es ist 
z.B. denkbar, daB in einem bekannten Tumor X ein bestimmtes Gen Y typischer 
Weise Uberexprimiert wird. Eine reine Tumorprobe wiirde bei der molekularbio- 
logischen Untersuchung sofort durch einen stark erhohten Genexpressionswert 
auffallen. Wenn die untersuchte Probe jedoch nur zu einem geringen Teil 
Tumorgewebe enthalt, ware der Genexpressionswert der Gesamtprobe lediglich 
gering erhoht und es ware schwierig, einen solchen Genexpressionswert korrekt 
zu interpretieren. 
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Es ist auch denkbar, daii ein bekannter Tumor X 1 ein bestimmtes Genexpressi- 
onsprofil Y' auf\veist 5 also ein charakteristisches Muster von Genexpressions- 
werten zweier oder mehrerer Gene. In diesem Fall wiirde die Verunreinigung der 
untersuchten Probe durch Nicht-Tumorgewebe das tumorspezifische Genexpres- 
sionsprofil Y' verzerren und damit eine Diagnose unmoglich machen. 

Aus der Schrift n A Gene-Expression Signature as a Predictor of Survival in 
Breast Cancer" von de Vijver et ah (The New England Journal of Medicine 2002, 
Vol. 347, 1999) ist ein Verfahren zur Untersuchung einer Gewebeprobe auf 
krankhafte Gewebeanteile bekannt, bei dem aus der Gewebeprobe Schnitte her- 
gestellt werden, von denen mindestens einer einer histologischen und mindestens 
ein weiterer einer nicht-morphologischen Analyseuntersuchung, namlich einer 
molekularbiologischen Mikroarray-Analyse, unterzogen werden. 

Dabei wird eine eingefrorene Gewebeprobe in ein Mikrotom gebracht, wo eine 
Schnittfolge hergestellt wird. Ein oder mehrere Schnitte aus der Schnittfolge 
werden mit Hematoxylin und Eosin gefarbt und histologisch begutachtet. Dabei 
wird der Anteil der Tumorzellen in den einzelnen Schnitten bestimmt. Liegt die- 
ser uber 50 %, so werden korrespondierende Schnitte aus derselben Schnittfolge 
fur die molekularbiologische Untersuchung verwendet Liegt der Anteil der Tu- 
morzellen in dem Schnitt unter 50 %, so wird die gesamte Schnittfolge verwor- 
fen. 

Das uber die vorgeschaltete histologische Untersuchung gewonnene Wissen uber 
die Zusammensetzung der Probe wird also lediglich dafur verwendet, zu ent- 
scheiden, ob die Probe ein bestimmtes Ausschluflkriterium erfiillt oder nicht. 

Das erwahnte Verfahren kommt in der Grundlagenforschung zum Einsatz, z.B. 
zum Aufbau von Genexpressionsdatenbanken, und greift dazu auf Gewebeban- 
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ken mit relativ grofien Gewebeproben zurttck. Im Fall, dass die zu untersuchende 
Probe das AusschlulJkriterium nicht erftillt, wird eine ne~ue Probe aus der Gewe- 
bebank genommen, erneut histologisch auf ihren Anteil an Tumorgewebe unter- 
sucht wird und dann gegebenenfalls der molekularbiologischen Untersuchung 
zugefuhrt. 

In der klinischen Diagnostik dagegen, wo haufig nur wenig Probenmaterial eines 
individuellen Patienten zur Verftigung steht und es in ier Regel - insbesondere 
bei der intra und perioperativen Diagnostik - auf ein schunelles Untersuchungser- 
gebnis ankommt, ist dieses Vorgehen nicht praktizierbar. Wiirde sich bei der hi- 
stologischen Voruntersuchung einer patientenspezifischen Probe namlich heraus 
stellen, dass der Anteil an Tumorzellen zu gering ist mid die Probe somit das 
AusschluBkriterium nicht erfullt, miiflte auf die molekrularbiologische Analyse 
vollig verzichtet werden, da das zur Verftigung stehend^ Probenmaterial bereits 
verbraucht und/oder keine Zeit mehr vorhanden ware, eine neue Probe zu ent- 
nehmen bzw. zu untersuchen. Die beschriebene Methods wiirde in der klinischen 
Diagnostik also nicht bei alien Gewebeproben zusatzlich zu der histologischen 
Untersuchung auch eine molekularbiologische Untersudrung ermoglichen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein fur die I>iagnose geeignetes Ver- 
fahren zur Untersuchung einer Gewebeprobe auf krankhafte Gewebeanteile 
und/oder weitere relevante Komponenten sowie deren Beziehung zueinander be- 
reitzustellen, bei dem einzelne Proben einer histologischen und einer nicht- 
morphologischen Analyseuntersuchung unterzogen werden. 

Diese Aufgabe wird mit den Merkmalen der Anspriiche 1 und 2 gelost. 

Demach ist ein Verfahren zur Untersuchung einer Gewebeprobe, deren genomi- 
sche und/oder proteomische und/oder epigenomische uod/oder biophysikalische 
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Eigenschaften im wesentlichen erhalten sind, auf krankhafte Gewebeanteile vor- 
gesehen. Wie in bekannten Verfahren werden dabei aus der Gewebeprobe in iib- 
licher Weise Schnitte hergestellt, von denen mindestens einer einer histologisch- 
zytologischen und mindestens ein weiterer einer nicht-morphologischen Analy- 
seuntersuchung Untersuchung unterzogen werden. 

Unter dem Begriff "nicht-morphologische Analyseuntersuchung" werden im fol- 
genden insbesondere molekularbiologische Untersuchungen verstanden. Dabei 
wird iiberwiegend der Begriff "molekularbiologische Untersuchungen" verwen- 
det. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind nicht-morphologische Analy- 
seuntersuchungen jedoch auch biophysikalische Untersuchungen, wie z.B. Ver- 
fahren zur Messung des Redoxpotentials, des pH-Werts, der Temperatur, des 
Sauerstoffpartialdrucks oder zur Bestimmung von Metaboliten wie Lactat oder 
Pyruvat. 

Aus der histologisch-zytologischen Untersuchung wird erfindungsgemaB minde- 
stens der quantitative Anteil des krankhaften Gewebes bzw. krankhafter Zellen 
und/oder ein anderer morphologischer Aspekt in der Gewebeprobe mittels eines 
Bildverarbeitungssystems ermittelt und dann als Bezugsgrofte der Auswertung 
der Ergebnisse der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung zugrunde gelegt. 
Wahrend der histologisch-zytologischen Untersuchung kann z.B. auch der Anteil 
von nekrotischem Gewebe, Entzundungszellen oder nicht-krankhaftem Bindege- 
webe bestimmt und bei der Auswertung der Ergebnisse der nicht- 
morphologischen Analyseuntersuchung beriicksichtigt werden. 

Die Bestimmung des quantitativen Anteils des krankhaften Gewebes bzw. krank- 
hafter Zellen kann z.B. erfolgen, indem ein Schnitt zunachst gefarbt und dann 
mithilfe eines insbesondere computergestutzten Bildverarbeitungssystems begut- 
achtet wird. Ein solches System besteht i.d.R. aus einem optischen System (z.B. 
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Mikroskop), einem Bilderfassungssystem (z.B. CCD-Kamera und Bilderfas- 
sungskarte), einem Computer sowie einer geeigneten Software. Mit Hilfe eines 
solchen Systems lassen sich aus histologischen Praparaten automatisiert uad re- 
produzierbar in kurzer Zeit eine Vielzahl von GroJJen ermitteln. 

Mit dem Bilderfassungssystem wird erfmdungsgemaB mindestens der quantitati- 
ve Tumorgewebsanteil und/oder ein anderer morphologischer Aspekt in der Ge- 
webeprobe mittels des Bildverarbeitungssystems ermittelt, was bei entsprechen- 
der histologischer Vorbehandlung der Probe z.B. durch Auszahlen von gefarbten 
Zellen und/Zellkernen bzw. Integration von gefarbten Gewebebereichen (um nur 
zwei Beispiele zu nennen) zuverlassig moglich ist. 

Damit laBt sich z.B. die BezugsgroBe ermitteln, mit der ein experimentell erfass- 
tes Genexpressionsmuster korrigiert werden kann, um es mit den in entprechen- 
den Datenbanken gespeicherten Mustern zu vergleichen. 

Bei der Begutachtung wird wie oben gesagt z.B. durch Auszahlung der Zellkerne 
der quantitative Anteil an krankhaftem Gewebe in der Probe ermittelt und als Be- 
zugsgroBe - z.B. in Form einer Prozentzahl - notiert. Bei der molekularbiologi- 
schen Untersuchung eines weiteren Schnitts wird dann z.B. das Expressionsmu- 
ster von 10 krankheitstypischen Genen quantitativ erfasst. 

Um das erfasste Expressionsmuster zu interpretieren, muB dieses mit einer Da- 
tenbank verglichen werden, in der bekaxinte standardisierte Expressionsmuster 
einer Mehrzahl von Krankheiten gespeichert sind. Solche Standard- 
Genexpressionsprofile werden zur Zeit in verschiedenen Labors weltweit fiir eine 
Vielzahl von Tumor- und Gewebsarten ermittelt. Das erfindungsgemaBe Verfah- 
ren kann hierzu, wie weiter unten beschrieben, einen Beitrag leisten. 
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Standardisierte Expressionsmuster sind jedoch nicht unmittelbar mit dem experi- 
mentell erfassten Expressionsmuster vergleichbar, da sie sich auf standardisierte 
Proben beziehen, die z.B. ausschlieBlich krankhafles Gewebe enthalten haben. 

Mit Hilfe der zuvor ermittelten BezugsgroBe kann nun das experimentell erfasste 
Expressionsmuster korrigiert und dann unmittelbar mit den in der Datenbank ge- 
speicherten Mustern verglichen werden. Folglich kann auch das Genexpressi- 
onsmuster von solchen Proben, die einen hohen Anteil an nicht krankhaftem Ge- 
webe aufweisen, sinnvoll ausgewertet und diagnostisch interpretiert werden. 

In einer anderen Variante des erfindungsgemaBen Verfahrens ist vorgesehen, 
dass aus der Gewebeprobe eine Stichprobe entnommen wird, und mindestens ei- 
ne Teilprobe der Stichprobe einer histologisch-zytologischen und mindestens eine 
weitere einer nicht-morphologischen Analyseuntersuchung unterzogen wird. 
Ebensogut konnen der Gewebeprobe mehrere Stichproben entnommen werden, 
wobei mindestens eine davon einer histologisch-zytologischen und mindestens 
eine weitere einer nicht-morphologischen Analyseuntersuchung unterzogen wird. 
Bei dieser Ausgestaltung ist ebenfalls denkbar, dass nur Teilproben der einzelnen 
Stichproben den verschiedenen Untersuchungen zugefiihrt werden. 

Dabei wird ebenfalls aus der histologisch-zytologischen Untersuchung minde- 
stens der quantitative Anteil des krankhaften Gewebes bzw. krankhafter Zellen in 
der Gewebeprobe oder der Stichprobe ermittelt, und der ermittelte quantitative 
Anteil als BezugsgroBe der Auswertung der Ergebnisse der molekularbiologi- 
schen Untersuchung zugrunde gelegt. Diese Variante unterscheidet sich von der 
vorgenannten also lediglich dadurch, dass anstelle von Schnitten eine oder meh- 
rere Stichproben angefertigt werden. Das zu der vorgenannten Variante Gesagte 
gilt also analog auch fur die Stichproben bzw. deren Teilproben. 
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In einer anderen bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen 5 dass 
die Stichprobe einer einem Patienten entnommenen Gewebeprobe entnommen 
wird. Bei diesem Verfahren der ex-v/vo-Stichprobe konnen die Stichproben bzw. 
die Teilproben z.B. mit Hilfe einer Bohrkernsonde oder durch Aspiration mit ei- 
ner Feinnadel entnommen werden. Dies hat den Vorteil, daB die Gewebeprobe 
nicht zerstort wird und z.B. die Tumorrander unbeeintrachtigt bleiben. 

Ebenso ist es moglich, die ex-v/vo-Stichprobe bzw. die Teilproben mit Hilfe der 
sogenannten Kratzprobentechnik zu gewinnen. Diese Technik ist unter dem Be- 
griff "Epithelial Aggregate Separation and Isolation" bekannt. Dabei wird z.B. 
ein angekanteter Objekttrager mit leichtem Druck iiber die Schnittflache einer 
entnommenen und durchgeschnittenen Gewebeprobe gefuhrt. Bei festeren Gewe- 
ben kann auch die Klinge eines Skalpells oder eines anderen geeigneten Instru- 
ments iiber die Oberflache gefuhrt werden. Tumorzeilaggregate, die im Gegen- 
satz zu dem umgebenden nicht-malignen Gewebe in Inseln organisiert sind und 
leicht aus der Schnittflache herausragen, werden dabei gezielt auf dem Objekttra- 
ger bzw. der Skalpellklinge angereichert. 

Das dergestalt erhaltene Kratzpraparat kann direkt in zwei Teilproben aufgeteilt 
werden, von denen erfindungsgemaiJ die eine der histologisch-zytologischen und 
die andere der molekularbiologischen Untersuchung zugefuhrt werden kann. Aus 
dem erhaltenen Kratzmaterial kann aber auch zunachst eine Suspension herge- 
stellt werden, die erst dann in zwei Teilproben aufgeteilt wird. Bei dem letzteren 
Verfahren ist eine bessere Randomisierung der Zusammensetzung der einzelnen 
Teilproben gewahrleistet. 

Ebenso kann jedoch vorgesehen sein, das Kratzmaterial zunachst zu waschen und 
zu zentrifugieren, das erhaltene Pellet zu resuspendieren und anschlieBend in ei- 
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nem Dichtegradienten erneut zu zentrifugieren. Mindestens erne der dabei erhal- 
tenen Fraktionen wird dann aufgeteilt, und erfindungsgemafl wird dann eine Teil- 
probe der histologisch-zytologischen und die andere der nicht-morphologischen 
Analyseuntersuchung zugefiihrt. Das Kratzmaterial kann jedoch auch mit jeder 
anderen geeigneten Anreicherungs- und/oder Fraktionierungstechnik aufbereitet 
werden. 

Auf der Schnittflache der mittels Kratztechnik behandelten Gewebeprobe bleibt 
das nicht-maligne Gewebe unter weitestgehender Bewahrung seiner Ge- 
websstruktur zuriick, wahrend die Bereiche, in denen zuvor die Tumorzellaggre- 
gate angesiedelt waren, fehlen und damit in der Aufsicht als Vertiefungen er- 
kennbar sind. Die Gewebeprobe kann nun z.B. in herkommlicher Weise mit ei- 
nem Mikrotom geschnitten werden. Dabei entspricht der erste Schnitt der Schnitt- 
folge der durch die Kratzpraparation entreicherten Schnittflache der Gewebepro- 
be. Dieser Schnitt kann z.B. histologisch auf verbliebene Tumorzellaggregate 
untersucht werden und gibt damit Auskunft iiber den Erfolg der Probenahme. Der 
Schnitt kann so als Negativkontrolle fur die Beurteilung der Untersuchungser- 
gebnisse der Kratzprobe dienen. 

Weitere Schnitte der Schnittfolge bestehen dagegen sowohl aus nicht-malignem 
Gewebe als auch aus Tumorgewebe und konnen daher, wie bereits beschrieben, 
erfindungsgemafi einerseits einer histologisch-zytologischen und andererseits 
einer nicht-morphologischen Analyseuntersuchung unterzogen werden, Dabei ist 
es besonders erfolgversprechend, die erhaltenen histologisch-zytologischen und 
molekularbiologischen Ergebnisse mit denen des Kratzpraparats abzugleichen. 

Wesentlich bei all den beschriebenen Verfahren ist es durchweg, dass von einer 
Gewebeprobe mindestens zwei Schnitte oder Stichproben (z.B. Bohrkernproben, 
Feinnadelaspirate, Kratzpraparate) bzw. mindestens zwei Teilproben einer Stich- 
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probe hergestellt und einer histologisch-zytologischen bzw. einer nicht- 
morphologischen Analyseuntersuchung zugefiihrt werden. 

Weiterhin ist es durchweg wesentlich, dass aus der histologisch-zytologischen 
Untersuchung mindestens der quantitative Anteil des krankhaften Gewebes bzw. 
lcrankhafter Zellen in der Gewebeprobe oder der Stichprobe ermittelt wird und 
dann als Bezugsgrofie der Auswertung der Ergebnisse der nicht-morphologischen 
Analyseuntersuchung zugrunde gelegt wird. Die einzelnen Schnitte, Stichproben 
bzw. deren Teilproben werden im folgenden da, wo es sinnvoll ist, unter dem 
Begriff "Teilproben 11 zusammengefalit. 

Es ist nattirlich denkbar, dass in einem Verfahren aus einer Gewebeprobe sowohl 
Schnitte als auch z.B. Bohrkernproben angefertigt werden. So konnten die 
Schnitte der histologisch-zytologischen Untersuchung zugefiihrt und die aus der 
selben Probe entnommenen Bohrkernproben einer molekularbiologischen Unter- 
suchung unterzogen werden. Ebensogut ist es denkbar, dass, wie bereits be- 
schrieben, in einem Verfahren aus einer Gewebeprobe sowohl Schnitte als auch 
Kratzpaparate hergestellt werden. Ausgestaltungen, bei denen verschiedene Arten 
der Gewinnung von Schnitten, Stichproben bzw. deren Teilproben miteinander 
kombiniert werden, sollen daher ausdriicklich ebenfalls von der vorliegenden Er- 
findung abgedeckt werden. 

Ein wichtiger Aspekt der Erfindung ist,, dass bei der histologisch-zytologischen 
Untersuchung neben dem quantitativen Anteil zusatzlich das Erscheinungsbild 
und/oder das Verteilungsmuster des krankhaften Gewebes bzw. lcrankhafter Zel- 
len bzw. weiterer Komponenten in der Gewebeprobe ermittelt und der Auswer- 
tung der Ergebnisse der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung zugrunde- 
gelegt werden kann. Denkbare Parameter, die in diesem Zusammenhang durch 
das Bilderfassungssystems neben den bereits erwahnten Zellzahlen bzw Flachen 
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ermittelt werden konnnen, sind z.B. der Abstand von gefarbten Zellen und Zell- 
kernen zueinander bzw. zu anderen Strukturen, insbesondere z.B. BIutgefaBe, 
bzw das Erscheinungsbild einzelner Zellen (AuBenkontur) etc., um nur einige 
Beispiele zu nennen. Grundsatzlich konnen alle geeigneten und morphologisch 
Parameter ermittelt werden, die fur die ergSnzende Qualifizierung bzw. Quantifi- 
zierung von krankhaften Zellen bzw Gewebe geeignet sind. 

So kann z.B. ein Erscheinungsbild, das sich in zahlreichen Auswachsungen eines 
Tumors in das umgebende Gewebe darstellt, ein Hinweis auf eine erhohte Mali- 
ginitat des Tumors sein. Ein anderer Tumor, dessen molekularbiologische Cha- 
rakteristik der des ersten Tumors ahnlich ist, der aber ein anderes Erscheinungs- 
bild aufweist, kann dagegen weniger maligne sein. Das Erscheinungsbild wtirde 
in einem solchen Fall also wichtige Anhaltspunkte fur die Interpretation der Er- 
gebnisse der molekularbiologischen Untersuchung liefern. Ahnliches gilt fur das 
Verteilungsmuster des krankhaften Gewebes bzw. krankhafter Zellen in der Ge- 
webeprobe. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemaBen Verfah- 
rens ist vorgesehen, dass die Schnitte bzw. die Stichproben direkt aus der frischen 
Gewebeprobe hergestellt werden. Dieses Vorgehen gewahrleistet, dass die geno- 
mischen, proteomischen und/oder epigenomischen Eigenschaften der Probe 
bestmoglich erhalten sind. Fiir die Herstellung von Schnitten kann dabei z.B. ein 
Vibratom zum Einsatz kommen. 

In einer weiteren, besonders bevorzugten Ausgestaltung der erfindungsgemaBen 
Verfahrens ist vorgesehen, dass die Gewebeprobe vor Herstellung der Schnitte 
bzw. der Stichproben eingefroren wird. Auch dieses Vorgehen gewahrleistet die 
Erhaltung der genomischen, proteomischen und/oder epigenomischen Eigen- 
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schaften der Probe. Fur die Herstellung von Schnitten kann dabei z.B. ein Mikro- 
oder ein Kryotom verwendet werden. 

Es ist jedoch auch denkbar, dass die Gewebeprobe vor Herstellung der Schnitte 
bzw. vor Entnahme der Stichproben gegebenenfalls konserviert und dann in ei- 
nem geeigneten Medium eingebettet wird. Ein solches Medium kann z.B. Paraf- 
fin oder ein anderes geeignetes Einbettungsmedium sein. In diesem Fall konnen 
z.B. Schnitte in iiblicher Weise mit einem Mikrotom gewonnen werden. Wichtig 
dabei ist wiederum, dass die genomischen, proteomischen und/oder epigenomi- 
schen Eigenschaften der Probe erhalten bleiben. 

Natiirlich kann z.B. auch vorgesehen sein, dass von einer frischen Gewebeprobe 
zunachst ein Feinnadelaspirat oder eine Kratzprobe entnommen und einer mole- 
kularbiologischen Untersuchung unterzogen wird. AnschlielJend konnte die Ge- 
webeprobe eingefroren werden und dann am Kryotom Schnitte angefertigt wer- 
den, die der histologisch-zytologischen Untersuchung zugefuhrt werden. Ausge- 
staltungen, bei denen verschiedene Arten der Vorbehandlung bzw. der Konser- 
vierung der Gewebeprobe miteinander kombiniert werden, sollen also ausdruck- 
lich ebenfalls von der vorliegenden Erfindung abgedeckt werden. 

Generell gilt also, dass alle zuvor geschilderten Schritte so gewahlt sein miissen, 
dass sie die in der Probe enthaltenen Nukleinsauren (DNA, mRNA), Proteine 
und/oder das epigenomische Methylierungsmuster nicht oder moglichst wenig 
beeintrachtigen. 

Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung der erfindungsgemaUen Verfahren ist 
gerade in der klinischen Diagnostik sinnvoll einsetzbar. Routinemaiiig wird in der 
kilinischen Diagnostik die dem Patienten entnommene, zu diagnostizierende Ge- 
webeprobe moglichst schnell in ein pathologisches Labor gebracht und dort in 
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zwei Proben aufgeteilt, wobei die zweite Probe fur eine spatere, eingehende hi- 
stologisch-zytologische Begutachtung fixiert und eingebettet wird, wahrend die 
erste Probe unmittelbar auf einen Trager aufgebracht, eingefroren und am Mi- 
krotom geschnitten wird ("Schnellschnitt"). Einzelne Schnitte werden dann hi- 
stologisch gefarbt und sofort von einem Pathologen begutachtet, der dem behan- 
delnden Arzt seine Diagnose mitteilt. Gerade in der intraoperativen Diagnostik, 
bei der der operierende Chirurg das weitere operative Vorgehen - z.B. eine nach 
der Entnahme eines Mammakarzinoms gegebenenfalls noch erforderliche Excisi- 
on der axillaren Lymphknoten - von der telefonisch mitgeteilten Diagnose des 
Pathologen abhangig macht, hat dieses Verfahren eine groBe Bedeutung, und ent- 
sprechend muB auf eine Optimierung der Zeitablaufe geachtet werden. 

Die bevorzugte Ausgestaltung sieht vor, dass die unmittelbar nach der Entnahme 
aus einem Patienten auf einen Trager aufgebrachte und eingefrorene Gewebepro- 
be mit einem Mikrotom geschnitten wird, und dass zusatzlich zu den Schnitten, 
die der histologisch-zytologischen Untersuchung zugefiihrt werden, andere 
Schnitte derselben Schnittfolge der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung 
zugefiihrt werden. Der Pathologe kann daher seine Diagnose zusatzlich auf mole- 
kularbiologische Befunde stutzen und somit die Diagnosesicherheit erhohen - ein 
Punkt, der gerade in der intraoperativen Diagnostik von groBer Bedeutung ist. 

Ein groBer Vorteil dieses zusatzlichen Verfahrensschritts ist es, dass er sich 
nahtlos und ohne Zeitverlust in das routinemaBige Diagnoseprocedere integrieren 
laBt. Bei Verwendung eines geeigneten molekularbiologischen Untersuchungs- 
verfahrens, wie z.B. einer arraybasierten mRNA-Analyse, konnen in relativ kur- 
zer Zeit Untersuchungsergebnisse gewonnen werden, die gegebenenfalls sogar 
zeitgleich mit den histologischen Befunden an den behandelnden Arzt weiterge- 
leitet werden konnen. tJberdies wird bei diesem zusatzlichen Verfahrensschritt 
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das ohnehin beim Schnellschnitt anfallende uberfltissige Material gewinnbrin- 
gend genutzt. 

Dabei ist in einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens vorgesehen, dass die 
Gewebeprobe nach der Anfertigung der Schnitte auf dem Trager verbleibt, so 
dass sie fur die erneute Anfertigung von Schnitten zur Verfugung steht. Bei Ver- 
wendung eines Kryotoms und schneller Vorgehensweise ist dabei gewahrleistet, 
daB die Gewebeprobe wahrend des gesamten Prozesses gefroren bleibt und ohne 
wesentliche Teraperaturbeeinflussung wieder im Gefrierschrank eingelagert wer- 
den kann. Es kann auch vorgesehen sein, daB die Probe vor oder wahrend des 
Schneidens Temperatur annimmt und dann wieder eingefroren wird. 

Beide Vorgehensweisen schaffen z.B. die Moglichkeit, eine einmal histologisch- 
zytologisch und/oder molekularbiologisch untersuchte Probe zu einem spateren 
Zeitpunkt emeut zu untersuchen, um dabei z.B. Methoden anzuwenden, die zu 
dem fruheren Zeitpunkt noch nicht existierten, oder die Probe im Rahmen einer 
Studie erneut zu untersuchen. Sollte die Gewebeprobe auf andere Weise konser- 
viert worden sein, z.B., wie bereits beschrieben, durch Einbettung in ein geeig- 
netes Medium, kann naturiich ebenso vorgesehen sein, dass sie nach Anfertigung 
der Schnitte auf dem Trager verbleibt und fur die erneute Anfertigung von 
Schnitten zur Verfugung steht. In diesem Fall kann auf das zwischenzeitige Ein- 
frieren verzichtet werden. 

Diese Ausgestaltung ist besonders vorteilhaft in Verbindung mit der im folgen- 
den beschriebenen Ausgestaltung. Demnach ist vorgesehen, dass der Trager, auf 
den die Gewebeprobe aufgebracht ist, so gestaltet ist, dass er in reproduzierbarer 
Weise in das Mikrotom eingebracht werden kann, so dass die Gewebeprobe bei 
jeder Anfertigung von Schnitten die gleiche relative Orientierung zum Mikrotom 
aufweist Auf diese Weise ist gewahrleistet, daB die zu einem spateren Zeitpunkt 
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erneut untersuchte Probe weitestgehend der fruheren Probe entspricht und so die 
histologisch-zytologischen und/oder molekularbiologischen Befiinde unmittelbar 
miteinander verglichen werden konnen. 

Die Beriicksichtigung des quantitativen Anteils des krankhaften Gewebes bzw. 
krankhafter Zellen in der Gewebeprobe bei der Auswertung der Ergebnisse der 
nicht-morphologischen Analyseuntersuchung macht nur Sinn unter der Annahme, 
dass die Schnitte, Stichproben bzw. Teilproben der Stichproben, die der histolo- 
gisch-zytologischen bzw. der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung zuge- 
flihrt werden, im wesentlichen gleich zusammengesetzt sind. 

Idealerweise ware dies der Fall, wenn fur beide Untersuchungen dieselbe Probe 
verwendet werden konnte. Bei der Aufbereitung fur die Histologic wird eine Pro- 
be in der Regel gefarbt und/oder fixiert, wobei die genomischen, proteomischen 
und/oder epigenomischen Eigenschaften der Probe beintrSchtigt werden. Umge- 
kehrt wird eine Probe bei der Aufbereitung fur die Molekularbiologie in der Re- 
gel homogenisiert. Dabei gehen samtliche topologischen Informationen der Probe 
verloren. Die Aufbereitung einer Gewebeprobe fur die eine Untersuchung macht 
die Probe also fur die jeweils andere Untersuchung unbrauchbar. Es milssen also 
fur die beiden Untersuchungen verschiedene Teilproben verwendet werden. 

Wenn es sich bei den Teilproben z.B. um zwei unmittelbar benachbarte Schnitte 
aus einer Mikrotom-Schnittfolge handelt, kann im Allgemeinen davon ausgegan- 
gen werden, dass diese im wesentlichen gleich zusammengesetzt sind. Diese An- 
nahme wird auch in pathologischen Fachkreisen allgemein akzeptiert. 

Es ist jedoch denkbar, dass die Teilproben in ihrer Zusammensetzung voneinan- 
der abweichen, dass z.B. in der histologisch-zytologisch untersuchten Teilprobe 
das Tumorgewebe einen anderen quantitativen Anteil hat als in der molekular- 



WO 2005/083388 



PCT/EP2005/001984 



16 

biologisch untersuchten Teilprobe. Dies ist z.B. dann der Fall, wenn die Schnitt- 
folge einen Bereich des Tumorrands erfasst, der parallel zur Schnittebene ver- 
lauft. Ein iiber die histologisch-zytologisch untersuchte Teilprobe ermittelter 
quantitativer Bezugsgrofle wurde folglich einen falschen Tumorgewebsanteil in 
der molekularbiologisch untersuchten Teilprobe vorspiegeln und so zu einer feh- 
lerhaften Korrektur des experimentell erfassten Expressionsmusters fuhren. Ahn- 
liches gilt, wenn in der histologisch-zytologisch untersuchten Teilprobe das 
Tumorgewebe ein anderes Erscheinungsbild oder ein anderes Verteilungsmuster 
aufweist als in der molekularbiologisch untersuchten Teilprobe. 

Daher ist in einer besonders bevorzugten Ausgestaltung der erfindungsgemalkn 
Verfahren vorgesehen, dass der histologisch-zytologischen Untersuchung minde- 
stens zwei Schnitte zugefuhrt werden, wobei diese so gewahlt sind, dass sicher- 
gestellt ist, dass der oder die der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung 
zugefuhrten Schnitte in situ zwischen diesen Schnitten angeordnet waren. In der 
Praxis sieht dies so aus, dass zwei nicht unmittelbar benachbarte Schnitte einer 
Mikrotomschnittfolge gefarbt und histologisch-zytologisch begutachtet werden, 
wahrend weitere, dazwischenliegende Schnitte der Mikrotomschnittfolge homo- 
genisiert und z.B. einer arraybasierten mRNA-Analyse unterzogen werden. Die 
Anzahl der hierftir verwendeten Schnitte richtet sich in diesem Fall z.B. nach der 
fur die Analyse erforderlichen mRNA-Menge. 

Auf diese Weise sind einerseits die gewebsspezifische Zusammensetzung zweier 
flankierender Schnitte und andererseits die molekularbiologischen Charakteristi- 
ka einer oder mehrerer Schnitte bekannt, die in der urspriinglichen Gewebeprobe 
zwischen den flankierenden Schnitten angeordnet waren. Der quantitative Anteil, 
das Erscheinungsbild und/oder das Verteilungsmuster des krankhaften Gewebes 
bzw. krankhafter Zellen in der oder den molekularbiologisch untersuchten 
Schnitten kann so verlafilich bestimmt werden. 
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Wenn z.B. der eine flankierende Schnitt einen Tumorgewebsanteil von 20 % und 
der andere flankierende Schnitt einen Tumorgewebsanteil von 80 % aufweist, 
kann der Pathologe annehmen, dass der Tumorgewebsanteil in den molekular- 
biologisch untersuchten Schnitten, die in situ zwischen den flankierenden 
Schnitten gelegen haben, im Bereich zwischen 20 und 80 % gelegen hat. Gege- 
benenfalls kann - unter Annahme einer gradientenartigen Anderung der gewebs- 
spezifischen Zusammensetzung von einem Schnitt zum nachsten - aus den 
Tumorgewebsanteilen der flankierenden Schnitte auch der mittlere Tumorge- 
websanteil der molekularbiologisch untersuchten Schnitte bestimmt oder berech- 
net werden. Auf diese Weise kann auch in diesen Fallen eine Bezugsgrofle er- 
mittelt werden, mit der z.B. das experimentell erfasste Genexpressionsmuster 
korrigiert und dann unmittelbar mit den in den Datenbanken enthaltenen Mustern 
verglichen werden kann. 

Dies ist insbesondere dann moglich, wenn neben den flankierenden Schnitten 
noch ein oder mehrere weitere Schnitte, die in situ zwischen den molekularbiolo- 
gisch untersuchten Schnitten angeordnet waren, auf ihre gewebsspezifische Zu- 
sammensetzung untersucht werden. Die zuvor beschriebene Ausgestaltung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens soli ausdriicklich auch eine solche Ausgestaltung 
umfassen. 

Ahnliche Vorteile gelten fur eine weitere bevorzugte Ausgestaltung der erfin- 
dungsgemaBen Verfahren, demzufolge die Teilproben (also Stichproben bzw. 
deren Teilproben) die der histologisch-zytologischen Untersuchung zugefuhrt 
werden, so gewahlt sind, dass sichergestellt ist, dass die der nicht- 
morphologischen Analyseuntersuchung zugefuhrte mindestens eine Teilprobe in 
situ zwischen diesen Teilproben angeordnet war. 
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In einer bevorzugten Ausgestaltung des Verfahrens ist vorgesehen, dass, wie 
schon angedeutet, das Verfahren in der intraoperativen klinisch-pathologischen 
Diagnostik eingesetzt wird. Ebenso kann das Verfahren in der periopertiven Dia- 
gnostik eingesetzt werden, also vor oder kurz nach einem operativen Eingriff. 

In weiteren bevorzugten Ausgestaltungen des Verfahrens ist vorgesehen, dass bei 
der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung ein Verfahren zur Detektion 
von genomischer DNA, cDNA, mRNA, des epigenomischen Methylierungsmu- 
sters, Proteinen, viraler oder bakterieller Nukleinsauren oder anderer Biomole- 
kQle verwendet wird. Ebenso konnen bei der nicht-morphologischen Analyseun- 
tersuchungen auch biophysikalische Verfahren, wie z.B. Verfahren zur Messung 
des Redoxpotentials, des pH-Werts, der Temperatur, des Sauerstoffpartialdrucks 
oder zur Bestimmung von Metaboliten wie Lactat oder Pyruvat verwendet wer- 
den. 

Die Detektion von genomischer DNA kann z.B. somatische Mutationen aufdek- 
ken 3 die mit verschiedenen Gewebserkrankungen korreliert sein konnen. Die De- 
tektion von cDNA, mRNA oder Proteinen kann AufschluB tiber ein krankheitspe- 
zifisches Genexpressionsmuster liefern. Die Detektion des epigenomischen Me- 
thylierungsmusters liefert u.U. Hinweise auf ein krankheitsspezifisches Genakti- 
vierungsmuster. Die Detektion viraler Nukleinsauren kann z.B. Auskunft uber 
eine virusbedingte Gewebeproliferation liefern, wahrend die Detektion bakteri- 
eller Nukleinsauren z.B. die Diagnose bakteriell verursachter Gewebeverande- 
rungen ermoglichen kann. Andere Biomolekiile, wie z.B. infektiose Prionen, 
konnen auf eine prionenverursachte Gewebsveranderung hinweisen. Weitere 
Biomolekiile konnen z.B. Nukleinsauren oder Proteine von pathogenen Parasiten 
sein. 
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In einer anderen, ebenfalls bevorzugten Ausgestaltung des erfindungsgemafien 
Verfahrens ist vorgesehen, dass im Rahmen der nicht-morphologischen Analy- 
seuntersuchung eine Grofie erfafit wird, die es ermoglicht, den Anteil an krank- 
haftem Gewebe und/oder anderer Gewebskomponenten in der Gewebeprobe zu 
ermitteln, und dass der solchermafien ermittelte Anteil zusatzlich quantitativ der 
Auswertung der Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung zugrunde 
gelegt wird. 

Eine solche Grofie kann z.B. das Expressionsmafi eines Gens sein, von dem man 
weifi, das es ausschliefilich in gesundem Gewebe exprimiert wird, nicht jedoch in 
Tumorgewebe, und bei dem man uberdies das normale Expressionsmafi kennt. 
Das Expressionsmafi dieses Gens in der molekularbiologiseh untersuchten Teil- 
probe liefert eine Grofie, anhand derer man abschatzen kann, wie hoch der Anteil 
an nicht-krankhaftem bzw. krankhaftem Gewebe in der Probe ist. 

Solche Grofien sind in der Literatur u.A. als "Surrogatmarker" bekannt Die Be- 
stimmung des Expressionsmafies dieses Gens kann somit zusatzlich zu der durch 
die histologisch-zytologische Untersuchung gewonnenen Kenntnis iiber die Ge- 
webszusammensetzung der Auswertung der Ergebnisse der molekularbiologi- 
schen Untersuchung zugrunde gelegt werden. Die Ergebnisse der histologisch- 
zytologischen Untersuchung konne durch die Bestimmung eines Surrogatmarkers 
also verifiziert werden. 

Eine solche Grofie kann aber auch ein fur gesundes Gewebe typisches Genex- 
pressionsmuster oder ein fiir eine bestimmte Tumorvariante bekanntes Expressi- 
onsverhaltnis zwischen einem tumorspezifischen Gen und einem sowohl in ge- 
sunden als auch in erkrankten Geweben konstant exprimierten Gen 
("housekeeping gene") sein. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht es tiberdies, mogliche Surrogat- 
marker zu detektieren bzw. ihre Aussagefahigkeit zu validieren. 

In einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung ist vorgesehen, dass im Rahmen der 
nicht-morphologischen Analyseuntersuchung ein Mikroarray bzw. ein Suspensi- 
onsarray verwendet wird. Bei Mikroarrays kann es sich z.B. urn Chips handeln, 
auf deren Oberflache in einer matrixartigen Anordnung molekulare Sonden im- 
mobilisiert sind (z.B. Antikorper, Oligonukleotide oder Polypeptide), wobei die 
Analyte aufgrund von Hybridisierungs- oder immunologischen Reaktionen an 
diese Sonden binden und mit einem Scanner nachgewiesen werden konnen. Mi- 
kroarrays werden haufig auch als Biochips bezeichnet. 

Bei Suspensionsarrays kann es sich z.B. urn Latexkugeln ("microbeads") handeln, 
auf deren Oberflache molekulare Sonden immobilisiert sind (z.B. Antikorper, 
Oligonukleotide oder Polypeptide), wobei die Analyte aufgrund von Hybridisie- 
rungs- oder immunologischen Reaktionen an diese Sonden binden und mit einem 
Partikelzahler nachgewiesen werden konnen. Mikroarrays und Suspensionsarrays 
eigenen sich je nach Ausgestaltung sowohl fur den Nachweis von Nukleotiden als 
auch fur den Nachweis von Peptiden oder Proteinen. 

Daruber hinaus ist in weiteren bevorzugten Ausgestaltungen vorgesehen, dass die 
zu detektierenden Biomolekule einem Markierungsschritt und/oder die zu detek- 
tierenden Nukleinsauren einem Amplifikationsschritt unterzogen werden. Der \ 
Markierungsschritt kann z.B. darin bestehen, daB die in der Teilprobe vorhande- 
nen mRNA-Molekule mit Hilfe einer T7-RNA~Polymerase und Cy3-markierten 
Ribonukleotiden in markierte cRNA-Molekule umgeschrieben werden. Ein ande- 
res Beispiel fiir einen Markierungsschritt ist die Markierung von in der Teilprobe 
vorhandenen Proteinen mit Hilfe fluoreszenzgelabelter Antikorper oder Oligonu- 
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kleotide. Es sind jedoch auch andere nach dem derzeitigen oder dem zukunftigen 
Stand der Technik bekannte Markierungsschritte denkbar. 

Der Amplifikationsschritt kann z.B. in einer PCR, einer rtPCR oder einem ande- 
ren Amplifikationsverfahren nach dem derzeitigen oder dem zukunftigen Stand 
der Technik bestehen. 

In weiteren bevorzugten Ausgestaltungen ist vorgesehen, dass die histologisch- 
zytologische Untersuchung mindestens einen Farbeschritt und/oder mindestens 
einen immunhistochemischen Schritt und/oder m-stfw-Hybridisierangsschritt urn- 
fasst. Dabei kann vorgesehen sein, dass mehrere Schnitte bzw. Bohrkernproben 
jeweils unterschiedlichen histologisch-zytologischen bzw. immunhistochemi- 
schen Untersuchungen unterzogen werden, um eine grofiere Anzahi von Parame- 
tem zu erfassen. So kann z.B. eine Teilprobe mit Hematoxylin und Eosin gefarbt 
werden, um die Zellkerne und die Haufigkeit von Mitosen sichtbar zu machen 
und quantitativ zu erfassen, wahrend eine zweite Teilprobe mit einem tumorspe- 
zifischen Antikorper (z.B. anti-S-100 gegen maligne Melanome) und eine dritte 
Teilprobe z.B. mittels in-situ-Hybridisierung behandelt werden kann. 

Es ist iiberdies vorgesehen, ein Verfahren gemafi einem der vorhergehenden An- 
spruche zum Aufbau einer Tumordatenbank, zur Entwicklung von individuali- 
sierten Krebstherapien, zur Einstellung eines Patienten auf eine individualisierte 
Krebstherapie und/oder zur Beantwortung wissenschaftlicher Fragestellungen zu 
verwenden. 

Eine mogliche Ausflihrungsforrn der Erfindung soil im folgenden durch ein nicht 
ausschliefiliches Beispiel beschrieben werden. 
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Zwei Tumoren gleichen Typs werden in einer Schnellschnittuntersuchung makro- 
skopisch beurteilt und prapariert und anschlieftend auf einem geeigneten Trager, 
eingebettet in Medium in einem Gefriermikrotom aufgefroren. 

AnschlieBend werden 6\im dicke Schnitte angefertigt, wobei der erste und der 
funfte Schnitt auf einem Objekttrager aufgenommen werden und einem Stan- 
dardprotokoll entsprechend mit Hamatoxilin-Eosin gefarbt werden. Die Schnitte 
werden zunachst histologisch begutachtet. Beide werden als Karzinom des Typs 
X identifiziert. AnschlieBend wird mittels digitaler Bildverarbeitung die Gewebs- 
zusammensetzung ftir jeden Schnitt quantitativ bestimmt. Das Ergebnis der mor- 
phologischen Untersuchung der Hamatoxilin-Eosin-gefarbten Praparate ergibt 
folgendes Bild: 





Tumorparenchym 


Tumorstroma 


Tumor A 


80% 


20% 


Tumor B 


50% 


50% 



Tab. 1: histologisch ermittelte Gewebszusammensetzung der beiden Tumoren 

Der zweite, dritte und vierte Schnitt (jeweils mit einer Dicke von 30|im) wird in 
einem ReaktionsgefaB mit RNA-later aufgenommen, urn die Integritat der mRNA 
zu bewahren. Nach total-RNA Extraktion mit einem kommerziellen Kit (z.B. 
RNeasy von Qiagen) wird die poly-A RNA selektiv amplifiziert (Wang et ah 
Nature Biotechnology, April 2001), wobei je nach Bedarf eine bzw. zwei Ampli- 
fikationsrunden durchgefuhrt werden konnen. Nach einem abschlieBenden Mar- 
kierungsschritt mit einem kommerziellen Markierungskit ist die amplifizierte 
RNA bzw. cDNA vorbereitet und kann durch Hybridisierung auf einem DNA- 
Microarray analysiert werden. 
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Auf diese Weise werden alle in dem untersuchten Gewebe vorhandenen mRNA- 
Molekule quantitativ bestimmt Man erhalt also ein quantitatives Genexpressi- 
onsprofil, das mit Standard-Genexpressionsprofilen verschiedener Gewebe- und 
Tumorarten erstellten verglichen werden kann, urn den diagnostizierten Tumor 
genauer zu bestimmen. Zur Zeit werden in verschiedenen Labors weltweit solche 
Standard-Genexpressionsprofile fur eine Vielzahl von Tumor- und Gewebsarten 
ermittelt. 

Im vorliegenden Beispiel wurde die Expression der Gene A - I untersucht. Man 
erhielt fur die beiden untersuchten Tumoren die folgenden Genexpressionsprofile 
(Angaben in willkurlichen Einheiten): 



Gen 


A 


B 


C 


D 


E 


F 


G 


H 


I 


Tumor A 


2,4 


4 


0 


0 


0,8 


2,4 


3,2 


2,4 


1,6 


Tumor B 


1 


2,5 


1,5 


2 


0 


1,5 


1,5 


1 


0,5 



Tab. 2: mittels Array-Experiment ermittelte Genexpressionsprofile der beiden Tumoren 



Das Wissen liber die Gewebszusammensetzung der beiden Tumoren wird nun fur 
die Korrektur der Ergebnisse der Array-Experimente verwendet. Dabei wird un- 
terstellt, dass das Gewebe in den Schnitten 2, 3 und 4 eine vergieichbare Struktur 
aufweist wie das Gewebe in den "Randschnitten" 1 und 5. 



Unter Berucksichtigung der Kenntnis, dass Tumor A einen Parenchymanteil von 
80 % und Tumor B einen Parenchymanteil von 50 % aufweist, erhalt man die 
folgenden normierten Genexpressionsprofile: 



Gen 


A 


B 


C 


D 


E 


F 


G 


H 


I 


Tumor A 


3 


5 


0 


0 


1 


3 


4 


3 


2 


Tumor B 


2 


5 


3 


4 


0 


3 


3 


2 


1 



Tab. 3: normierte Genexpressionsprofile der beiden Tumoren 



WO 2005/083388 



PCT/EP2005/001984 



24 



Aus der Literatur seien die Standard-Genexpressionsprofile dreier Subtypen des 
Karzinoms X bekannt: 



Gen 


A 


B 


C 


D 


E 


F 


G 


H 


I 


Subtyp 1 


2 


5 


3 


4 


0 


3 


3 


2 


1 


Subtyp 2 


3 


5 


0 


0 


1 


3 


4 


3 


2 


Subtyp 3 


2 


4 


2 


1 


3 


5 


3 


2 


3 



Tab. 4: Standard-Genexpressionsprofile dreier Subtypen des Karzinoms X 



Ein Vergleich der normierten Genexpressionsprofile mit den Standard- 
Genexpressionsprofilen ergibt, dass es sich bei Tumor A um den Subtyp 2 des 
Karzinoms X handelt, wahrend es sich bei Tumor B um den Subtyp 1 des Karzi- 
noms X handelt. 

Die Differenzierung der beiden Tumoren ist allein durch die Array-Analyse und 
die anschliefiende Normierung der Genexpressionsprofile moglich. Die histolo- 
gische Untersuchung ermoglicht lediglich die Identifizierung des Tumors als 
Karzinom X, nicht jedoch die Differenzierung in die beschriebenen Subtypen. 
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Patentanspriiche: 

1 . Verfahren zur Untersuchung einer einern Patienten entnommenen Gewe- 
beprobe, deren genomische und/oder proteomische und/oder epigenomi- 
sche und/oder biophysikalische Eigenschaften im wesentlichen erhalten 
sind, auf krankhafte Gewebeanteile, bei dem 

a) aus der Gewebeprobe Schnitte hergestellt werden, 

b) von denen mindestens einer einer histologisch-zytologischen und 
mindestens ein weiterer einer nicht-morphologischen Analyseunter- 
suchung unterzogen werden, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

c) bei der histologisch-zytologischen Untersuchung mindestens der 
quantitative Anteil des krankhaften Gewebes bzw. der krankhaften 
Zellen und/oder ein anderer morphologischer Aspekt in der Gewe- 
beprobe mittels eines Bildverarbeitungssystems ermittelt wird, und 

d) mindestens der ermittelte quantitative Anteil und/oder ein anderer 
morphologischer Aspekt als Bezugsgrofie der Auswertung der Er- 
gebnisse der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung zugrunde 
gelegt wird. 

2 Verfahren zur Untersuchung einer einern Patienten entnommenen Gewe- 
beprobe, deren genomische und/oder proteomische und/oder epigenomi- 
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sche und/oder biophysikalische Eigenschaften im wesentlichen erhalten 
sind, auf krankhafte Gewebeanteile, bei dem 

a) aus der Gewebeprobe eine oder mehrere Stichproben entnommen 
werden, 

b) und mindestens eine Teilprobe der Stichprobe einer histologisch- 
zytologischen und mindestens eine weitere einer nicht- 
morphologischen Analyseuntersuchung unterzogen werden, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

c) bei der histologisch-zytologischen Untersuchung mindestens der 
quantitative Anteil des krankhaften Gewebes bzw. der krankhaften 
Zellen und/oder ein anderer morphologischer Aspekt in der Gewe- 
beprobe bzw. der Stichprobe mittels eines Bildverarbeitungssystems 
ermittelt wird, und 

d) mindestens der ermittelte quantitative Anteil und/oder ein anderer 
morphologischer Aspekt als BezugsgroBe der Auswertung der Er- 
gebnisse der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung zugrunde 
gelegt wird. 

3. Verfahren gemafl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Stich- 
probe der Gewebeprobe mit Hilfe einer Bohrkernsonde, durch Aspiration 
oder durch Kratzpraparation entnommen wird. 

4. Verfahren gemaB einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass bei der histologisch-zytologischen Untersuchung zusatzlich 
das Erscheinungsbild und/oder das Verteilungsmuster des krankhaften 
Gewebes bzw. krankhafter Zellen in der Gewebeprobe ermittelt und der 
Auswertung der Ergebnisse der nicht-morphologischen Analyseuntersu- 
chung zugrunde gelegt wird. 
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5. Verfahren gemaB einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Schnitte bzw. die Sichproben direkt aus der frischen 
Gewebeprobe hergestellt bzw. entnommen werden. 

6. Verfahren gemaB einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Gewebeprobe vor Herstellung der Schnitte bzw. vor 
Entnahme der Stichproben eingefroren wird. 

7. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1- 6, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Gewebeprobe unmittelbar nach der Entnahme aus einem Patien- 
ten auf einen Trager aufgebracht und eingefroren wird und von der gefro- 
renen Gewebeprobe mit einem Mikrotom Schnitte angefertigt werden, die 
dann der histologisch-zytologischen bzw. der nicht-morphologischen 
Analyseuntersuchung zugefiihrt werden. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Gewe- 
beprobe nach der Anfertigung der Schnitte auf dem Trager verbleibt, so 
dass sie fur die erneute Anfertigung von Schnitten zur Verfiigung steht. 

9. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 - 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Trager, auf den die Gewebeprobe aufgebracht ist, so gestaltet ist, 
dass er in reproduzierbarer Weise in das Mikrotom eingebracht werden 
kann, so dass die Gewebeprobe bei jeder Anfertigung von Schnitten die 
gleiche relative Orientierung zum Mikrotom aufweist. 

10. Verfahren gemali einem der Anspriiche 1 - 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass der histologisch-zytologischen Untersuchung mindestens zwei 
Schnitte zugefiihrt werden, wobei diese so gewahlt sind, dass sichergestellt 
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ist, dass der oder die der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung zu- 
gefuhrten Schnitte in situ zwischen diesen Schnitten angeordnet waren. 

11. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 2 - 9, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Teilproben, die der histologisch-zytologischen Untersuchung zu- 
gefuhrt werden, so gewahlt sind, dass sichergestellt ist 5 dass die der nicht- 
morphologischen Analyseuntersuchung zugefuhrte Teilprobe mindestens 
eine Teilprobe in situ zwischen diesen Teilproben angeordnet war. 

12. Verfahren gemaB einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Verfahren in der intraoperativen oder der perioperati- 
ven klinisch bzw. experimentellenpathologischen Diagnostik bzw. Analy- 
tik eingesetzt wird. 

13. Verfahren gemaB einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das bei der nicht-morphologischen Analyseuntersuchung 
verwendete Verfahren ein Verfahren zur Detektion von genomischer 
DNA, cDNA, mRNA, des epigenomischen Methylierungsmusters, Protei- 
nen, viralen oder bakteriellen Nukleinsauren oder anderer Biomolekule 
oder ein Verfahren zur Bestimmung der biophysikalischen Eigenschaften 
einer Probe ist. 

14. Verfahren gemaB einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass im Rahmen der nicht-morphologischen Analyseuntersu- 
chung eine GroBe erfaBt wird, die es ermoglicht, den Anteil an krankhaf- 
tem Gewebe und/oder anderer Gewebskomponenten in der Gewebeprobe 
zu ermitteln, und dass der solchermaBen ennittelte Anteil zusatzlich quan- 
titativ der Auswertung der Ergebnisse der nicht-morphologischen Analy- 
seuntersuchung zugrunde gelegt wird. 
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15. Verfahren gemafi einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass im Rahmen der nicht-morphologischen Analyseuntersu- 
chung ein Mikroarray bzw. ein Suspensionsarray verwendet wird. 

16. Verfahren gemafi einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die im Rahmen der nicht-morphologischen Analyseunter- 
suchung zu detektierenden Biomolektile einem Markierungsschritt unter- 
zogen werden. 

17. Verfahren gemafi einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die im Rahmen der nicht-morphologischen Analyseunter- 
suchung zu detektierenden NukJeinsauren einem Amplifikationsschritt 
unterzogen werden. 

18. Verfahren gemafi einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die histologisch-zytologische Untersuchung mindestens ei- 
nen Farbeschritt umfasst. 

19. Verfahren gemafi einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die histologisch-zytologische Untersuchung mindestens ei- 
nen immunhistochemischen Schritt und/oder m-^zYw-Hybridisierungsschritt 
umfasst. 

20. Verfahren gemafi einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mehrere Schnitte jeweils unterschiedlichen histologisch- 
zytologischen Untersuchungen unterzogen werden. 
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21. Verwendung eines Verfahrens gemaB einem der vorhergehenden Ansprii- 
che zum Aufbau einer Tumordatenbank. 

22. Verwendung eines Verfahrens gemaB einem der vorhergehenden Anspru- 
che zur Entwicklung von individualisierten Krebstherapien. 



23. 



Verwendung eines Verfahrens gemaB einem der vorhergehenden Anspru- 
che zur Einstellung eines Patienten auf eine individualisierte Krebsthera- 
pie. 
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"E* arte res Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationaien 
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"L" Verflffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
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2. I J AnsprOche Nr. 
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3. r™| Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — I internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fOr die GebOhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
AnsprOche Nr. 



4. Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
— chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
fafit: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 

P^j Die Zahlung zusatziicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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